




























第 1 章 緒論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・5 





精子発生過程における精細胞ヒストン H4 アセチル化修飾状態解析 
精子発生過程における精細胞ヒストン H4 メチル化状態解析 
精巣上体精子におけるヒストン H4 修飾状態解析 
  2-4 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・16 
第 3 章 マウス精子発生過程および精巣上体精子のエピジェネティック修飾 
状態に対する低用量ビスフェノール類慢性暴露影響解析・・・・19 
 3-1 諸言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・20 
 3-2 材料と方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・24 
 3-3 結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・28 
   ビスフェノール類暴露による精巣形態影響解析 
   ビスフェノール類暴露による精子発生過程ヒストン H4 修飾状態解析 
   ビスフェノール類暴露による精巣上体精子 DNA メチル化への影響解析 
 3-4 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・29 
2 
 
第 4 章 低用量ビスフェノール AF 慢性暴露による 
次世代雄個体への影響解析・・・・・・・・・・・・・・・・・33 
 4-1 諸言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・34 
 4-2 材料と方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・36 





 4-4 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・42 

































界では BPA を代替物質に置き換える試みもなされている。ビスフェノール AF 
(BPAF) は BPA のメチル基の水素がフッ素に置き換わったものであり、代替候補
物質の 1 つである。しかし、生体機能に及ぼす影響についは未だ不明な点が多






















































第 2 章 
マウス精子発生過程および精巣上体精子 




































































 12 週齢の C57Bl/6N 雄マウスを使用した。マウスは頸椎脱臼にて安楽死させた
のちに、精巣上体をサンプリングした。精巣上体尾部に対してノエス剪刃を使
用し切込みを入れ、27G シリンジを使用し精巣上体精子をサンプリングした。
サンプリングした精子は、リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 内で 37.5℃ 5% CO2の











90%、80%、70%のアルコールで各 10 分間脱水処理したのち、10 倍希釈した Histo 
VT-One (ナカライテスク) で 90℃にて 30 分間組織切片の抗原賦活化処理を行っ
た。流水で十分にすすいだのち、Blocking One (ナカライテスク) を切片上に載
せ、1時間ブロッキング処理を行った。その後 Blocking One 原液と PBS の混合
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液を溶媒とし、一次抗体として、anti-histone H4 mono-methylation (H4me)、
anti-histone H4 tri-methylation (H4me3) 、 anti-histone H4 K20 di-methylation 
(H4K20me2)、 anti-histone H4 K5 acetylation (H4K5ac)、  anti-histone H4 K8 
acetylation (H4K8ac)、anti-histone H4 K12 acetylation (H4K12ac)（サンタクルーズ
バイオテクノロジー）を使用し 200 倍希釈して反応させた。反応は、4℃のモイ
ストチャンバー内で一晩の間行った。PBS にて 3 分間の洗浄を 3 回行ったのち、
二次抗体反応および核染色を行った。二次抗体反応には、Alexa Fluor488-labeled 
donkey anti-mouse IgG, Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rabbit IgG 抗体（サーモ
フィッシャーサイエンティフィック）を用い、核染色にはヘキストを使用した。
希釈液として上記の Blocking One と PBS の混合液を用いた。希釈倍率はそれぞ





anti-Histone H4 acetylation (H4ac)（サンタクルーズ）、 anti-Histone H4 K16 



















を行った。画像の輝度は、255 段階に分類される。ヒストン H3 における先行研
究を参考に[31]、高修飾状態、中修飾状態、低修飾状態、無修飾状態の 4 パター
ンに分類した。今回、100 以下の輝度の時の精細胞を低修飾状態、100 から 200
の間の輝度の精細胞を中修飾状態、200 以上の輝度の精細胞を高修飾状態とした。
ヘキストにより核のみが染色され、一次抗体での染色が見られない、あるいは







ライテスク）と 10 分の 1 量の 1.25 M DTT（ナカライテスク）を加えて、30 秒
ソニケーションを行った。その後沸騰したお湯で 5 分間熱変性処理を行った。
電気泳動には、15 % ポリアクリルアミドゲルを使用し、130 V、70 分の条件に
て泳動した。ブロッティングには PVDF 膜を使用し、0.3 A、120 分の条件にて
転写した。ブロッキングには Blocking One を使用し、1 時間ブロッキング処理を
したのち、anti-Histone H4 (abcam)、anti-Histone H4 acetylation (H4ac)、anti-Hisotne 
H4 K12 acetylation (H4K12ac)（サンタクルーズ）、anti-Histone H4 K16 acetylation 
(H4K16ac)、anti-HDAC1 (active motif) を乗せ、一晩反応させた。翌日、TBS-T
で 3 回洗浄したのちに HRP 標識した二次抗体を 1 時間反応させた。TBS-T で 3














伸長精子細胞に分化する過程であるステップ 9 から 12 の精子細胞において高修
飾状態を示した。伸長精子細胞に完全に分化したステップ 13 以降の精子細胞に
おいては無修飾状態を示した （図 1,2 ,表 1） 
 
精子発生過程における精細胞ヒストン H4 メチル化状態解析 














し、ステップ 13 以降の精子細胞において無修飾状態を示した（図 2,3 ,表 1）。 
 
精巣上体精子におけるヒストン H4 修飾状態解析 
 ウェスタンブロッティングの結果、ヒストン H4 タンパク質の存在、および
ヒストン H4 タンパク質に対するアセチル化修飾が存在することが明らかとな
った。また、ヒストン脱アセチル化酵素の一種である HDAC1 の発現も観察され
た（図 4-A）。免疫染色法の結果、ヒストン H4 は精子頭部後方部分に局在して
いた。アセチル化ヒストン H4 は、精子頭部に加えて中片部や尾部にも局在して




























構成に寄与している。ヒストンから TP に置き換わる時に、DNA とヒストンの
結合を緩めるためにヒストンのアセチル化状態が上昇することは、ヒストン H4
以外においても報告されている[38]。 





いる[39, 40]。ヒストン H4 に対する修飾が精子発生過程におけるどの生物学的イ
ベントに関与しているのかを解析することは、非常に重要な知見を得るもので
あると考えられる。 











































しかし近年精子発生過程において、ヒストン H3 リジン 4 残基特異的な脱メチ






















が代表的な化学物質である。BPA は 1891 年に合成された化学物質であり合成エ
ストロジェンとしての機能が期待されたが、ジエチルスチルベストロール 
(DES) と比べると作用は弱かったことから、合成エストロジェンとして使用さ









が、特に EU 域内において BPA に対する対応が進んでおり 2015 年には一般的に
ヒトの身の回りに存在するレベルでの暴露影響はないと考えられるが、TDI の
50 μg/kg から 4 μg/kg への変更が行われた。依然としてヒトを含む生物への影響
が懸念されている。 













ノール AF (BPAF) は代替候補物質の１つであるが、エピジェネティック修飾へ
の影響については分かっておらず、本研究では BPA と BPAF の暴露影響の比較
検討を行った。 
本章では、マウスの精子発生過程精細胞および精巣上体精子のエピジェネテ























BPA には無毒性量 (No Observed Adverse Effect Level) (NOAEL) が設定されて
いる。NOAEL とは、この量以下では生体影響が生じないと考えられている量で
ある。NOAEL は、日本においては 50 mg/kg/day に設定されている。また、BPA





すべて 50 μg/kg/day と設定していたが、2015 年に欧州食品安全機関 (EFSA) は
この値を 4 μg/kg/day に変更した。 
マウスは一日当たり、体重の 10 分の 1 から 5 分の 1 の量の水を摂取すると考
えられる。10 ppm BPA の飲水を 6 週齢時で体重 20 g の C57/BL6 雄マウスに暴露
した場合一日当たり 1-2 mg/kg の暴露が予測される。この濃度は TDI よりは高い
が、NOAEL よりは低く、この濃度を飲水暴露の濃度として設定した。 
 実験群として対照群、10 ppm BPA 暴露群、10 ppm BPAF 暴露群の 3 群を設定し





各群 3 匹の C57/BL6N 雄マウスに対して 6 週齢時から 12 週齢に至るまで、自
由に飲水を摂取させ BPA あるいは BPAF を暴露した。使用した容器からの BPA






と同様の方法で行った。精巣上体精子のサンプリングには、Human Tubal Fluid 
(HTF) 培地をマウス用に改変したmHTF培地に、Bovine Serum Albumin (BSA) を
加えた培地を使用した。精巣上体から抽出した精子を 37.5℃、5% CO2の条件で
90 分間培養し、上昇してきた精子をサンプリングし体細胞等のコンタミネーシ
ョンを排除した（swim-up 法） 。サンプリングした精子は、PBS で 3 回洗浄し





キシリン液に 5 分間反応させ、15 分間水洗し、エオシン液に 1.5 分間反応させ、
70%から 100%エタノール、キシレンで処理し、エンテランニューを用いて封入
した。また、第 2 章と同様の方法で、免疫染色法を使用してマウス精子発生過
程におけるヒストン H4 修飾状態を解析した。 
 
ビスフェノール慢性暴露精子のエピジェネティック修飾解析 








つかの手法があるが、BPA あるいは BPAF 暴露による精子の DNA メチル化への







った後に、エタチンメイト(日本ジーン)を使用して DNA を沈殿させ DNA を抽
出した。抽出した DNA は、Tris-EDTA バッファーに溶解させた。DNA を抽出後、










トウェアである Avadis NGS を使用して解析を行った。Avadis NGS にシーケンス
データをインポートし、アライメント処理をしたのちに、フィルター機能を使
用してクオリティの低いものを除き、Enriched Region Detection 機能 (ERD) と
MACS 機能を使用して対照群と 10 ppm BPA 暴露群、対照群と 10 ppm BPAF 暴露
群を比較してピーク検出を行った。得られたデータを Translate Regions to Gene
機能を使用して、ピークの近傍にある遺伝子を抽出した。近傍に存在した遺伝
子リストは、Ingenuity Pathway Analysis (IPA) を使用しパスウェイ解析を行った。








検出されなかった （図 5）。 
 
ビスフェノール類暴露による精子発生過程ヒストン H4 修飾状態解析 




の修飾パターンに変化が見られた。BPA および BPAF 暴露群において、一部の




ビスフェノール類暴露による精巣上体精子 DNA メチル化への影響解析 
 ソフトウェア Avadis NGS を使用した結果、BPA 暴露により精巣上体精子にお
いてメチル化レベルが有意に上昇した領域が 141,257 カ所、反対に有意に低下し
た領域が663,986カ所抽出された。BPAF暴露により有意に上昇した領域が60,178
カ所、有意に低下した領域が 698,026 カ所抽出された （表 2）。有意に上昇した
領域の近傍に存在する遺伝子を抽出し、IPA を使用しパスウェイ解析を行った結




（図 8）。BPAF 暴露により性ホルモン合成機能の低下が示唆された （図 9）。 
 
3-4 考察 




上体精子の DNA メチル化状態に影響が生じさせることが明らかとなった。 
 精子発生過程におけるヒストン H4 のアセチル化修飾は非常に動的に変動




で電荷を中和し、DNA とヒストンの結合を弱めることで、ヒストンが TP とプ
ロタミンに置き換わることを助けていることが考えられている。今回、BPA あ
るいは BPAF の暴露により、ヒストン H4K8ac の修飾が対照群では見られないス
テップ 13 の精子細胞において観察された。一方で、他のヒストン H4 に対する
アセチル化修飾やメチル化修飾等には暴露影響は検出されなかった。また、分
化が進んだステップ 14 以降の精子細胞においてはヒストン H4K8ac の発現は観
























示された。今回は DNA メチル化上昇に焦点を当てて解析を進めたが、DNA メ
チル化低下が引き起こされた結果、どのような影響が予測され、実際に顕在化
するのかについての解析も重要である。 
BPA の暴露により、様々な体細胞で DNA メチル化の変動が生じることが報告







































露と BPAF 暴露で異なり、BPA と BPAF が DNA メチル化に及ぼす影響は異なる
ことが明らかとなった。 
BPA の代替候補物質である BPAF は、エストロジェン受容体への結合性を持
つことから BPA と同様に暴露影響が生じる可能性がある。生体に及ぼす影響に
ついては、テストステロン等のホルモンへの影響[51]や未成熟卵母細胞の成熟率
の低下を引き起こすこと[5]が知られている。本研究第 3 章においても BPAF の
暴露によるエピジェネティック修飾への影響を明らかとしたが、BPA と比較す
ると生体への影響についてほとんどわかっていない。また、BPAF のエストロジ
ェン受容体 α および β に対する結合性は、BPA と比較すると 20-50 倍程度高い
ことが報告されている。一方で、BPA との結合性が高いエストロジェン関連受
容体 γ (ERRγ) との結合性は非常に低い。また、エストロジェン受容体 α に対し
てはアゴニストとして作用するが、エストロジェン受容体 β に対してはアンタ
ゴニストとして作用することが報告されている[52, 53]。すなわち、生体に及ぼ
す影響に関して BPAF は BPA とも異なる暴露影響の可能性が高いことが考えら




























対照群、10 ppm BPAF 暴露群、100 ppm BPAF 暴露群の 3 群を設定した。各群









 BPAF 暴露による次世代雄マウスへの中枢神経系影響を評価するために、1 オ







 広くて明るい新奇環境 (40×40×50cm,100 lux) を用意し、マウスを中心に配置
し、その行動を合計 600 秒間測定した。マウスの移動距離（総移動距離、30 秒
ごとの移動距離）、中心滞在時間（総中心滞在時間、30 秒ごとの中心滞在時間）、
平均移動時間を測定した。この試験により、運動量や不安関連行動への影響を
評価した。オープンフィールド試験の解析には、Image J（米国 National Institutes 
of Health において作成されたフリーソフト）をもとに作られた Image J OF 
(O'Hara & Co., Ltd.) を使用した。 
 
明暗往来試験 
 暗い部屋 (10 lux) にマウスを入れ、60秒後明るい部屋 (250 lux) との仕切りを
外し、その後のマウスの行動を300秒測定した。2つの部屋それぞれの滞在時間
や移動距離、2つの部屋を移動した回数を測定した、これらは不安関連行動の評
価指標である。明暗往来試験の解析には、Image J（米国National Institutes of Health







ョックを与えた。これを 1 セットとして合計 6 回行った (conditioning test) 。2
日目に 1 日目に入れたケージと同じタイプのケージに入れ空間連想記憶能力に
ついて、すくみ行動をとる時間で評価した (contextual test) 。3 日目には、全く
異なるタイプのケージに入れ、1 日目に聞かせた音と同じ音を聞かせ、音連想記
憶の能力をすくみ行動時間で評価した (cued test) 。3 つの試験は 3 日連続で行
い、すべての試験時間は 360 秒で行った。これらにより学習記憶の定着、空間
連想記憶、音連想記憶の定着の評価を行った。条件付け学習記憶試験の解析に
は、Image J（米国 National Institutes of Health において作成されたフリーソフト）
をもとに作られた Image J FZ (O'Hara & Co., Ltd.) を使用した。 
 
組織サンプリング 














遠心し RNA を回収した。 













PBSで 3回洗浄した後 Alexa 488-labelled donkey anti mouse IgG、Alexa 555-labelled 
donkey anti rabbit IgG を 2 時間反応させ、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。パ
40 
 





TBS を加え、5 分間ホモゲナイズを行った。ホモゲナイズしたサンプルに、β メ
ルカプトエタノール含有サンプルバッファーソリューションを加えソニケーシ
ョン、熱変性処理を行った。10%のポリアクリルアミドゲルを使用し電気泳動を
行った。一次抗体として、 anti-GABAa1 、 anti-GABAa4 、 anti-GABAa6 、 
anti-GABAb1、anti-glutamate receptor、anti-Estrogen receptorα、anti-Estrogen receptorβ 
(abcam) 抗体を使用した。画像の検出には、Chemi-Doc を使用した。 
 
統計処理 
 対照群、10 ppm BPAF 暴露群、100 ppm BPAF 暴露群の 3 群を Tukey-Kramer








響は観察されなかった（図 11）。恐怖条件付け学習記憶試験の結果、100 ppm BPAF
暴露群において、短期学習記憶能力の低下傾向（図 12）と空間連想記憶能力の
低下が見られた（図 13）。音連想記憶能力への影響は見られなかった（図 14） 
 
次世代雄個体の大脳および海馬のマイクロアレイ解析 
マイクロアレイの結果、10 ppm BPAF 暴露群と 100 ppm BPAF 暴露群では、変
動する遺伝子の数に大きな差は生じていなかったが、変動遺伝子の中身は共通
するものが少なかった。対照群との比較の結果、海馬において 10 ppm BPAF 暴
露群では、糖代謝、皮膚関連の病気、細胞発生に関与する遺伝子、100 ppm BPAF 
暴露群では、アミノ酸代謝、神経関連の病気、細胞シグナリングに関係する遺




うるパスウェイとして、100 ppm BPAF 暴露群において GABA receptor signaling
への影響が検出された。MAP 機能を使用して、影響を予測すると前シナプスと








 ウェスタンブロット法の結果、GABA 受容体の α サブユニットの発現量の低下
が示唆された。一方で、BPAF が結合することが報告されているエストロジェン
受容体 α、β の発現に変化は見られなかった（図 16-1,2）。 






 精巣組織において HE 染色を行った結果、特徴的な形態変化は検出されなかっ
た。免疫染色法によって、精子発生過程における精細胞ヒストン H4K8ac 発現を
解析した結果、親世代に対する暴露において生じたステップ 13 精子細胞におけ








る濃度では BPA の生体影響は低いと報告しているが、TDI の大幅な引き下げが
行なわれており、依然として BPA の生体影響について研究が進められている。
BPAF は BPA のホモログであり、代替候補物質の 1 つである。しかしながら、
BPAF はエストロジェン受容体 α、β に対して BPA よりも高い結合性を示す一方
で、BPA が高い結合性を示す ERRγ に対しての結合性は低い。また、エストロ
ジェン受容体 α に対してはアゴニストとして機能するが β に対してアンタゴニ






る[59]。本研究においても 10 ppm という濃度では行動異常は誘発されなかった
が、100 ppm BPAF 暴露群では多動傾向を示した。加えて、100 ppm BPAF 暴露群
では空間連想記憶能力への影響が示唆された。一方で音連想記憶能力への影響
は観察されなかった。空間連想記憶は海馬と扁桃体が制御する脳領域である。
一方で音連想記憶は主に扁桃体が制御 している記憶である。今回 BPAF 暴露に
よる影響は空間連想記憶であることから海馬を中心に解析を行った。 




ている。その受容体である GABA 受容体は、α1-6、β1-3、γ1-3、δ、ε、θ、π と ρ1-3
といったサブユニットが 5 量体を形成した形で存在している。今回我々は 100 
ppm 暴露群の中枢神経系の GABA 受容体シグナリングに影響が生じていること
を明らかにした。また、タンパク質発現レベルでも 100 ppm BPAF 暴露群のマウ
スの海馬において、GABA 受容体 α サブユニットの発現低下が観察された。
GABA 受容体シグナリングと記憶の関連性に関していくつか報告があり[60-62]、
GABA 受容体の発現低下による空間連想記憶能力の低下が示唆された。 
Allen Brain Atlas とはアラン研究所によって運用されている、マウス及びヒト
における脳の遺伝子発現を 3 次元的に示すデータサイトである。特にマウスに
関しては発生発達期における種々の遺伝子の発現データも網羅されている。そ
れによると GABA 受容体 α1 サブユニットの mRNA の発現は、マウス脳の場合
生後 28 日齢まで非常に高く、生後 56 日齢では低下することが示されている。














































受け、BPA は BPAF のような代替候補物質に置き換える取り組みもなされてい
るが、BPA ほどの影響評価はなされていない。本研究ではこれら 2 つの化学物
質が及ぼす影響をそれぞれ解析した。 
近年では、BPA は DNA のメチル化を含んだエピジェネティック修飾状態に影
響を及ぼすことも報告されている。しかしながら、雄性生殖細胞系列における





た後もヒストン H4 およびヒストン H4 に対する修飾が存在していることを明ら
かとした。そのように厳密に制御されている精子発生過程のヒストン H4 に対す
る修飾は、BPA あるいは BPAF の暴露によって、特定の分化過程の精細胞にお
ける H4K8ac 修飾に変化が生じることが明らかとなった。また、完成した精子
DNA のメチル化にも暴露影響が残り、メチル化が有意に上昇したゲノム上の領
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オープンフィールド試験の結果、100 ppm BPAF 暴露群において総移動距離および総移動時















空間連想記憶試験の結果、100 ppm BPAF 暴露群においてすくみ割合の有意な低下が検出さ
れた。対照群および 10 ppm BPAF 暴露群は、実験開始 90 秒までの間にすくみ行動の増加を













対照群と比較して、10 ppm BPAF 暴露群においては有意な差は検出されなかっ
たが 100 ppm BPAF 暴露群においてオープンフィールド試験での移動距離、移動
時間の有意な上昇および、空間連想記憶試験におけるすくみ割合の有意な低下
が観察された。( ↑ P < 0.05, ↓↓ P<0.01 ) 
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